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RESUMEN

Resumen: Este trabajo es una revision bibliografica en la que se realiza un analisis DAFO
(debilidades, amenazas, fortalezas y oportunidades) de las principales técnicas de
obtencién de ADN embrionario utilizadas en el presente y que podrian ser implementadas
en un futuro. Las técnicas aplicadas hoy en dia (biopsia de blastomeros y biopsia de
trofoectodermo) para la obtencion de ADN embrionario implican la biopsia de una o
varias células del embridn con los riesgos que ello implica. Las nuevas aproximaciones
minimamente invasivas y no invasivas (blastocentesis y analisis de ADN libre en medio
de cultivo respectivamente) presentan la ventaja de no retirar células del embrién, pero
todavia necesitan ser mejoradas antes de ser aplicadas en la clinica. De las cuatro técnicas
analizadas en este trabajo la biopsia de trofoectodermo es la mejor opcion para ser
aplicada en la actualidad pero la mejora del analisis de ADN libre en medio de cultivo

podria implicar su sustitucion en un futuro.

Palabras clave: PGT; niPGT; Blastocentesis; Biopsia de trofoectodermo; Biopsia de
blastomeros; Analisis de ADN libre e medio de cultivo; diagnostico genético

preimplantacional; no invasivo ; analisis DAFO.
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INTRODUCCION

El diagnostico genético preimplantacional (PGT) es una técnica aplicada en la
reproduccion asistida con el objetivo de minimizar las opciones de transferir embriones

con anomalias genéticas formados mediante la fertilizacion in vitro (FIV) (1).

Antes de la aparicion de esta técnica las pacientes embarazadas con riesgo de trasmitir
a su descendencia alguna anomalia genética solo tenian la opcion de la terminacion del
embarazo después del diagnostico prenatal o la posibilidad de tener un descendiente
afectado. Otras alternativas previas al embarazo incluian la donacion de gametos o la
adopcion. Con el primer PGT llevado a cabo, el panorama cambi6 y hoy en dia las
motivaciones principales de estos pacientes para someterse a un PGT son entre otras la
posibilidad de tener un descendiente propio con un riesgo reducido de heredar la
condicién genética (con mayor impacto en aquellas parejas con un descendiente que
padece la condicion genética), el sentido de la responsabilidad y culpabilidad ante una
condicién que se podia haber evitado mediante PGT, o evitar la terminacion del

embarazo entre otros (2).

Para poder realizar un PGT en un embrion es necesario conseguir ADN gendmico
embrionario, lo que implica la obtencion de una o varias células del embrion. Los
primeros intentos de biopsia se realizaron en los afios 60 y 70 en granjas para sexar
embriones. En 1967 Richard Gardner biopsié por primera vez células del trofoectodermo
(TE) de un embridén de raton y consiguié mediante tincion y posterior analisis
microscopico, diferenciar corpusculos de Barr identificando asi los embriones femeninos.
Después de esto, Gardner y Robert Edwards propusieron que esta misma técnica podria
ser aplicada en humanos con posibles enfermedades ligadas al cromosoma X. Sin
embargo, no fue hasta el afio 1985 que se hicieron los primeros intentos de biopsiar
embriones humanos mediante la biseccion por Verlinsky, Pergament y sus colegas. Asi,
después de las numerosas publicaciones demostrando el poder de la PCR en la
amplificacion de fragmentos cortos de DNA se comenzd a discutir la posibilidad de poder
realizar PGT en embriones humanos siendo en 1989 cuando se realizo la primera biopsia
de una sola célula de un embridn en estadio de division en pacientes con enfermedades
hereditarias ligadas al X por Handyside et al. Inspirados por los experimentos de Edwards

y Gardner con blastocistos de raton, Dokras y sus colegas hicieron las primeras biopsias
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de blastocistos humanos en 1990 y ese mismo afio Handyside et al. reportaron los

primeros embarazos después de PGT para enfermedades ligadas al X (3,4).

Los diferentes avances que se han ido dando poco a poco en el campo de la genética
junto con la evolucion de la reproduccién asistida han provocado cambios drasticos en la
practica del PGT. Los mayores avances en los Gltimos 10 afios han sido la introduccion
de la vitrificacion como método seguro de criopreservacion y los cambios en los métodos
genéticos (técnicas dirigidas al analisis de genoma completo) y técnicas de biopsia (de
biopsia en dia 3 a biopsia en estadio de blastocisto o dia5/6). Con esto, el enfoque clasico
de transferencia en fresco en los ciclos de PGT ha sido sustituido por una estrategia de
criopreservacion de todos los embriones hasta la obtencion de los resultados genéticos y
posterior transferencia de embriones sanos en ciclo no estimulado. Ademas, con el
descenso de los costes de la secuenciacion, el analisis genético llevado a cabo durante el
PGT cada vez de inclina mas hacia la secuenciacion y una diagnostico tres en uno para
PGT-M ( enfermedades monogénicas), PGT-SR (reordenamientos estructurales) y PGT-
A (aneuploidias) (5).

Pese a todos los avances que se han dado en el campo del PGT, hoy en dia sigue
implicando la biopsia de una o varias células de embriones en estadio de blastdmero (dia
3) o blastocisto (dia 5 0 6) lo que es considerado una de las practicas mas invasivas en la
reproduccion asistida (6). Por este motivo entre otros, el descubrimiento de ADN
embrionario en el medio de cultivo y fluido blastocélico han abierto las puertas a la

posibilidad de poder generar aproximaciones no invasivas en el PGT (7).

El objetivo de este trabajo es comparar las debilidades, amenazas, fortalezas y
oportunidades (analisis DAFO) que ofrecen las técnicas que se han utilizado
recientemente y que se utilizan en la actualidad para la obtencion de ADN embrionario
para el PGT. Compararlo de igual manera con las técnicas no invasivas que estan

surgiendo y tienen potencial de ser aplicadas en un futuro.
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PGT TIPOS E INDICACIONES PRINCIPALES

Las parejas que optan por aplicar el PGT son referidos a esta técnica por su médico
(ginecdlogo, genetista clinico o especialistas de la enfermedad que padecen o de la cual
son portadores) o en algunas ocasiones son informados de esta técnica a través de internet
0 recomendaciones de personas cercanas. Previo a la aplicacion del PGT, los pacientes
son evaluados por un equipo multidisciplinar y en los casos necesarios se pide consejo de
especialistas. Antes de comenzar el ciclo se requiere de asesoramiento genético y
reproductivo extensivo. Ademas se debe ofrecer apoyo psicologico e informar a las
parejas de todos los aspectos del PGT incluyendo las tasas de éxito y el riesgo de un

diagndstico incorrecto (5) .
A continuacion, se describen los principales tipos de PGT y sus indicaciones:
PGT-A

EL PGT-A o diagndstico genético preimplantacional de aneuploidias se recomienda
a parejas con infertilidad sin ningan historial familiar de enfermedades genéticas que
comienzan ciclos de fecundacién in vitro, tienen cariotipo y test de trombofilia normales
y han experimentado abortos de repeticion, parejas con fallo de implantacién recurrente,
parejas con un descendiente afectado, mujeres de edad materna avanzada (>35 afios),
historial de radioterapia o quimioterapia, parejas con baja calidad embrionaria en ciclos
de fecundacion in vitro, hombres con infertilidad de factor masculina severa

(azoospermia u oligospermia severa) (8).
PGT-M

El PGT-M o diagnostico genético preimplantacional para enfermedades
monogeénicas, se recomienda a parejas portadoras de enfermedades causadas por
mutaciones en un solo gen que desean reducir al maximo el riesgo de tener descendencia
afectada y evitar la toma de decisiones (interrumpir el embarazo) si hubiera un test

prenatal con resultados anormales (8).
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PGT-SR

En los casos de PGT-SR o diagnéstico genético preimplantacional para
reordenamientos estructurales, a diferencia de en el PGT-A, las anomalias cromosomicas
son heredadas de uno o ambos progenitores que son portadores del reordenamiento
estructural. Estos portadores tienen riesgo de producir embriones anormales ademas de
enfrentarse a infertilidad y problemas de subfertilidad. Generalmente se recomienda para
detectar aquellos reordenamientos que han sido previamente identificados en los

cariotipos de los progenitores (8).
ANALISIS DAFO

El analisis DAFO es una herramienta que permite analizar la realidad de una empresa,
marca o0 producto para poder tomar decisiones de futuro. En el caso concreto de este
trabajo se aplica esta herramienta para analizar la debilidades, amenazas, fortalezas y
oportunidades que ofrecen las diferentes técnicas que se aplican y se podrian aplicar en

un futuro para el PGT.
El analisis DAFO incluye un analisis interno y uno externo:

= Anadlisis interno—> Fortalezas y debilidades.

o Se evalua la situacion de la empresa o el proyecto considerando sus
fortalezas y debilidades. En este trabajo se evaluaran las fortalezas y
debilidades propias de cada una de las técnicas.

= Anadlisis externo—> Amenazas y oportunidades.

o No son caracteristicas propias de la empresa o del proyecto, sino que
pertenecen al exterior de la misma, sin embargo no deben ser ignoradas
para poder superar las amenazas y aprovechar las oportunidades. En
este trabajo se tendran en consideracién las amenazas y oportunidades
que brindan cada una de las técnicas en comparacion con el resto y con
la situacion actual del PGT (9)

TECNICAS INVASIVAS

Las técnicas invasivas para la obtencion de ADN gendmico de los embriones implican
la biopsia de una o varias células del embrién (10). El procedimiento de la biopsia consiste

en dos pasos principales, primero se crea una apertura en la zona peltcida (ZP) y

-4-
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posteriormente se retiran células del embrion. La biopsia puede ser llevada a cabo en el
estadio de division embrionaria retirando uno o dos blastomeros o se pueden biopsiar
entre 5 y 10 células del trofoectodermo en el estadio de blastocisto. La biopsia de
blastomeros ha sido el método mas utilizado durante la Gltima década pero hoy en dia la
técnica mas utilizada es la biopsia de células del trofoectodermo del embridn en estadio
de blastocisto (11).

Biopsia en dia 3 o biopsia de blastdémeros

La biopsia de blastomeros se realiza el dia 3 post-inseminacién entre el estadio de 6
células y la pre-compactacion. Los tiempos exactos varian en cada laboratorio. Los
embriones criopreservados y se biopsian de manera similar a los embriones frescos. Se
deben biopsiar los embriones en estadio de seis 0 mas células con una calidad aceptable
(un 25% o menos de fragmentacion, pero también se pueden biopsiar con fragmentacion
de 25%-50%).
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La biopsia se realiza en medio de biopsia 0 en un medio con HEPES después de
haberse incubado en medio de biopsia. La apertura de la zona pelucida se puede realizar
mediante laser o mecanicamente. El orificio debe tener aproximadamente el diametro de
la pipeta de biopsia. Se recomienda visualizar los nacleos de los blastomeros para poder
seleccionar aquellas células que no sean binucleadas para el posterior analisis mediante
FISH. La ESHRE recomienda la biopsia de una Unica célula aunque en algunas ocasiones
sea necesaria la biopsia de dos células para que el analisis genético tenga mayor precision

o por si la célula se lisara o no tuviera ndcleo (11).

a b

=4
c d
e f

Figura 1. Biopsia de blastdmeros: a. Embrion en dia 3 con 8 blastomeros. b. Apertura
de la zona pelicida mediante laser. c. Embrion con zona peltcida perforada. d.Introduccion
de la pipeta de biopsia. e. Aspiracién de blastdmero con pipeta de biopsia. f. Embridn post-
biopsia con 7 blastdmeros y zona peltcida perforada.

e Debilidades
o La biopsia en dia 3 proporciona una Unica célula (retirar 2 esta

desaconsejado) por lo que:
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= La cantidad de ADN para el analisis es limitado ya que solo se
puede analizar el ADN de una sola célula (11).

» Permite la deteccion de errores meidticos, pero no mitoticos que
dan lugar a mosaicismo, ya que el andlisis de un Unico blastomero
no permite la deteccion de este fenémeno (11).

o Los blastomeros en ese estadio de desarrollo tiene el potencial de
contribuir tanto a la MCI como al TE por lo que se podria estar retirando
una célula que daria lugar al embrion (feto) (11).

o Solo se puede realizar en dia 3, lo que implica una gran carga de trabajo
teniendo en cuenta que la mayoria de los zigotos no quedan bloqueados
antes del dia 3. Esto implica biopsiar embriones que podrian no seguir
desarrollandose y no se puede predecir en este estadio (11).

o En un estudio que compara los resultados obtenidos con biopsia de
blastomeros con la biopsia de trofoectodermo se ha visto que (12):

= Se biopsiaron més embriones en estadio de division por paciente
que blastocistos.

= El porcentaje de embriones biopsiados con diagndstico
concluyente fue menor en el grupo de embriones en estadio de
division.

» Latasa de embriones euploides fue menor y la tasa de embriones
con aneuploidias complejas mayor en el grupo de embriones en
estadio de divisién en comparacién con los blastocistos.

= Menos ciclos terminaron en transferencia en el grupo de embriones
biopsiados en estadio de division.

= Después de la transferencia de blastocistos euploides, la tasa de
embarazo clinico por ciclo fue significativamente menor en el
grupo de embriones biopsiados en estadio de division.

= Teniendo en cuenta transferencias sucesivas la tasa acumulada de
partos por ciclo iniciado con al menos un recién nacido vivo
(RNV) fue mayor en el grupo de biopsia de blastocisto.

e Amenazas
o El coste eficiencia de la biopsia de TE es mejor que la de la biopsia de

blastomeros (12).
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o Aunque ambas (biopsia de blastomero y biopsia de TE) estrategias de
biopsia pueden ofrecer buenos resultados, la biopsia de TE ofrece un
diagnostico méas robusto y su intervencioén parece dafiar menos los
embriones (12).

e Fortalezas

o Después de ser biopsiados, los embriones pueden seguir incubandose
hasta que se reciba el resultado del analisis genético y ser transferidos en
fresco o después de haber sido criopreservados (11).

o Permite hacer una rebiopsia si fuera necesario en estadio de blastocisto y
seguir teniendo la oportunidad de hacer la transferencia en fresco evitando
la criopreservacion (11).

o En un estudio que compara los resultados obtenidos con biopsia de
blastomeros con la biopsia de trofoectodermo se ha visto que (12):

= No hubo diferencias en la tasa de embarazo clinico por embrion
biopsiado ni en la tasa de implantacion.
= No hubo diferencias significativas en abortos ni en la tasa de
embarazo ectopico.
= Latasa de recién nacido vivo por ciclo y por transferencia también
fueron similares en ambos grupos.
e Oportunidades

o Para los laboratorios con un protocolo bien establecido de biopsia de
blastbmero en estadio de divisidn embrionaria y buenos resultados,
abandonar esta estrategia de biopsia puede resultar dificil (12).

o Es la aproximacion con mayor experiencia a nivel mundial hasta ahora y

su complejidad se considera moderada-baja (11).

Biopsia de trofoectodermo

La biopsia de trofoectodermo (TE) permite la escisién de varias células para el
analisis genético, ademas de ser una técnica no invasiva para las células de la masa celular
interna (MCI), que son aquellas destinadas al desarrollo fetal. El flujo de trabajo ideal
debe incluir un protocolo seguro y eficiente de vitrificacion post-biopsia debido al tiempo

de espera que suponen las técnicas de diagndstico genético y para poder transferir los

-8-
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embriones seleccionados en un ciclo natural o sustituido con el endometrio en un estado

fisioldgico o mas similar al fisioldgico.

La biopsia debe realizarse en embriones frescos o criopreservados que hayan sido
evaluados para la formacion de blastocisto. Se realiza el entre el dia 5-7 post-
inseminacién una vez que la masa celular interna es claramente visible. EI procedimiento
de biopsia depende de la morfologia y la calidad del blastocisto, su grado de expansion y
la posicion de la MCI. En la biopsia de blastocisto esta altamente recomendado el uso del
laser para realizar la apertura de la zona pelucida y separar las células del trofoectodermo.

Hay varios métodos descritos de apertura de la zona peltcida (ZP):

e Apertura de la ZP en dia 3-4 post inseminacion y escision de células del TE en
dia 5-7 post inseminacion.

e Apertura de la ZP el dia de la formacién de blastocisto para después incubar el
embrion y que las celulas puedan salir a través de la apertura realizada
posibilitando la retirada de las células del TE.

e Apertura de la ZP y biopsia de células del TE simultanea en el dia de expansion

completa del blastocisto.

El estudio realizado por Zhao et al. (13) sostiene que se deberia realizar la apertura
de la ZP inmediatamente antes de la biopsia de TE en el dia 5-6 en lugar de hacerlo en
dia 3. Aun asi, las tasas de embarazo clinico, nacido vivo y aborto son similares en ambos
casos. La Unica diferencia reside en la tasa de blastocistos que se congelan, ya que la
apertura de ZP en dia 3 hace que haya menos blastocistos. Esto podria deberse a que la
apertura de la ZP en dia 3 tuviera efectos negativos en el desarrollo del embridn desde el
estadio de blastomeros a estadio de blastocisto por el mayor tiempo de manipulacion in
vitro en comparacion con la apertura de ZP inmediatamente antes de la biopsia en dia 5-
6.



ue Universidad IVIRM A)

Europea MADRID 1.l

Para la biopsia la MCI debe posicionarse entre las 7h y las 11h para que esté visible
y lejos de la apertura de la ZP. Después las células del TE se aspiran con la pipeta de
biopsia. Se utilizan pulsos de laser para romper las uniones célula-célula y escindir las
células aspiradas del blastocisto y asi evitar el dafio que se genera mediante la escision

por deslizamiento de la pipeta de biopsia contra la pipeta de sujecion

Figura 2. Biopsia de TE: a. Blastocisto con hatching iniciado y células del TE en el exterior. b. Aspiracion de células
del TE con la pipeta de biopsia. c. Pulso de laser para la separacion de las células a biopsiar del resto del blastocisto.
d. Blastocisto y fragmento de células del TE biopsiado.

Dentro de las recomendaciones para llevar a cabo esta técnica esta la de realizar una
biopsia de 5-10 células, es importante no utilizar medios libres en calcio y magnesio,
cambiar la pipeta de biopsia para cada embridn para evitar la contaminacion y tras la
biopsia, transferir inmediatamente el embrién a medio de cultivo y posterior vitrificacion
(11)(14)

e Debilidades
o Después de la biopsia, la criopreservacion es casi obligada debido al
tiempo que conllevan las técnicas de andlisis genético posteriores, por lo
que el laboratorio debe tener implantado un programa de criopreservacion
eficiente (11).

-10 -
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o Se necesita equipamiento especializado y un operador experto para
mantener los protocolos estandarizados y proteger la viabilidad
embrionaria (15).

o El posible dafio causado durante la manipulacion embrionaria es una
preocupacion para los pacientes y doctores (15).

o El mosaicismo puede presentarse en cualquiera de los estadios del
desarrollo embrionario. La biopsia de TE basa su diagndstico en el ADN
embrionario de 5-10 células retiradas de un blastocisto de >100 células lo
que pone en duda su precision a la hora de diagnosticar mosaicismos (15).

o El mosaicismo embrionario da lugar a falsos positivos (FP) y falsos
negativos (FN) en PGT-A debido a que la MCI que dara lugar al feto no
se analiza y podria no tener el mismo componente genético que el
trofoectodermo (16).

e Amenazas

o Aunque los estudios de seguridad de la biopsia embrionaria indican que la
biopsia de blastocisto puede tener un bajo impacto en el potencial de
implantacion de los embriones humanos, su influencia en el desarrollo
posterior mas alla del potencial de implantacion deberia ser investigado
(6).

o EI PGT-A con biopsia de TE y transferencia en diferido no se deberia
implementar sin tener en cuenta que su éxito depende de tener un
programa adecuado de cultivo embrionario hasta estadio de blastocisto,
embriélogos bien entrenados para la biopsia de TE, un programa de
criopreservacion optimo y un grupo bien organizado. Aun teniendo todos
estos aspectos en cuenta el efecto de la curva de aprendizaje no permitiria
conseguir los mejores resultados de forma inmediata (12).

o Los falsos positivos en PGT-A debido a mosaicismo pueden provocar el
descarte de embriones sanos que podrian dar lugar a nacidos vivos
euploides (16).

o Los falsos negativos en PGT-A debidos al mosaicismo también suponen
un problema debido a que su transferencia puede dar lugar a abortos o

incluso a fetos aneuploides (16).

-11 -
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o Puede que la rapida transicion de biopsia de blastomeros a biopsia de
trofoectodermo haya generado que algunos de los potenciales riesgos
asociados a esta técnica hayan sido pasados por alto (7).

e Fortalezas

o Labiopsiade TE implica la retirada de varias células (5-10) en dia 5-7 de
la parte del blastocisto que dara lugar a la placenta y las membranas
extraembrionarias, manteniendo intacta la MCI desde donde se origina el
feto (11).

o Es una técnica mas fiable de biopsia teniendo en cuenta que el analisis se
realiza con un nimero mayor de células. La cantidad de ADN analizado
es mayor con una tasa de diagnostico no concluyente menor al 5% (11).

o Se hademostrado que sucede un proceso de seleccion embrionaria durante
el desarrollo al estadio de blastocisto siendo el porcentaje de formacion de
blastocisto de alrededor de 50% , por lo que el numero esperado de
blastocistos biopsiados podria ser la mitad de los embriones biopsiados en
estadio de division (dia 3) (12).

o Se pueden detectar errores mitoticos que dan lugar a mosaicismo con
algunas limitaciones técnicas, metodoldgicas y biolégicas (11).

o En un estudio que compara los resultados obstétricos y neonatales entre
un grupo de PGT con biopsia de TE y un grupo de FIV/ICSI se ha visto
que (6):

= El grupo de PGT tiene una tasa menor de peso muy bajo al nacer
(PMBN) en comparacién con el grupo de FIV/ICSI.

= No se reportaron diferencias significativas en el peso medio al
nacer, la tasa de peso bajo al nacer, la media de edad gestacional
al nacer, la tasa de partos prematuros y muy prematuros, la tasa
defectos congénitos, la ratio de sexos, la tasa de partos por cesarea,
la tasa de trastornos hipertensivos del embarazo, la tasa de diabetes
gestacional, la tasa de placenta previa , la tasa de rotura prematura
de membranas, la tasa de placenta abrupta, la tasa de placenta

accreta y la tasa de retardo del crecimiento intrauterino.

-12 -
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e Oportunidades
o En cuanto al coste eficiencia, la biopsia de TE es preferible ya que los
embriones en D3 sin potencial de desarrollo hasta el estadio de blastocisto
no serén biopsiados y analizados innecesariamente (12).
o Permite llevar a cabo multiples andlisis para diferentes indicaciones con
el mismo fragmento biopsiado después de someter la muestra a WGA

(amplificacion de genoma completo) (11).

TECNICAS NO INVASIVAS

Teniendo en cuenta los retos asociados a la biopsia embrionaria no es sorprendente
que el hallazgo de ADN embrionario en el medio de cultivo y el fluido del blastocele
hayan suscitado nuevas ideas sobre la posibilidad de generar aproximaciones no invasivas
del PGT (niPGT). Los estudios actuales pretender verificar si este ADN representa una
fuente fiable de informacion sobre el estatus genético del embrion. Si se demostrase que
es posible un PGT preciso a través de aproximaciones menos invasivas basadas en el
ADN embrionario libre estas podrian aportar maneras mas simples, seguras y consistentes
de llevar a cabo el PGT. Ademas, los costes y las limitaciones logisticas se reducirian, el
entrenamiento y el equipamiento asociado al PGT invasivo se eliminarian mejorando asi

la accesibilidad de los pacientes a esta técnica (7).
Blastocentesis

Para poder aplicar a la clinica un PGT basado en fuentes de ADN minimamente
invasivas existen dos requerimientos principales: el primero, que sea posible aislar y
analizar el ADN de manera consistente para evitar la posibilidad de que no se pueda dar
un diagnostico clinico, y la segunda que el ADN analizado sea representativo del embrion
en desarrollo para que el diagndstico sea preciso (7).

La blastocentesis se ha propuesto como estrategia menos invasiva para la seleccion
embrionaria. Implica la aspiracion con una pipeta de inyeccion del liquido del blastocele
del blastocisto expandido sin retirar células embrionarias (10)(17). Existen diferentes
técnicas para la blastocentesis y esta es la descrita por Capalbo et. al (17) en su estudio:

e Se necesitan embriones totalmente expandidos.
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e Conuna pipeta de inyeccién se introduce suavemente en la zona pellcida para
después atravesar el trofoectodermo y llegar al centro de la cavidad
blastocélica.

e Se aspira ligeramente el fluido hasta que la cavidad alcanza un 10% de su
volumen inicial y se saca la pipeta de inyeccion del embrion.

e El fluido recogido se deposita en una microgota con el mismo tipo de medio
que tenia el embrion.

e Lamicrogota con el fluido se retiray se almacena a -80°C hasta que se vaya a

hacer el andlisis genético.

Figura 3. Blastocentesis: a. Blastocisto expandido. b. introduccién de pipeta de inyeccidn en el interior de
la cavidad blastocélica. c. Aspiracion del fluido blastocélico. d. Embridn post-aspiracion del fluido blastocélico.

e Debilidades

o Se necesita un blastocisto expandido, por lo que no siempre se podra

realizar la blastocentesis (17).
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o EIADN de las células presente en el fluido del blastocele podria proceder,
al menos en parte, de células apoptéticas o necroticas lo que podria
comprometer la integridad y la cantidad de ADN (10).

o Hay variacién significativa en las tasas de amplificacion y concordancia
de fluido del blastocele con su respectiva biopsia de trofoectodermo (10).

o Requiere manipulacion del embrién, ya que la zona pellcida debe ser
perforada para poder retirar el fluido del blastocele (10).

o Las cualidades técnicas requeridas para la retirada de fluido del blastocele
son muy exigentes y un procedimiento suboptimo podria afectar al
potencial reproductivo del blastocisto (18)

o Seinduce el colapso del blastocisto a través de diferentes medios como el
laser antes de la criopreservacion con el objetivo del aumento de
supervivencia post- desvitrificacion, lo que hace que la técnica sea mas
invasiva (17).

o La cantidad de ADN presente en el fluido del blastocele varia
considerablemente y es indetectable en algunos embriones (0 en un estado
que no permite su amplificacion) (7).

e Amenazas

o Los estudios realizados para evaluar la idoneidad del ADN presente en el
fluido del blastocele para el PGT-M no han sido capaces de demostrar
tasas de amplificacion suficientemente altas en un ndmero de muestras
adecuado para que esta técnica pueda ser aplicada en la clinica (7).

o Se deberia cuantificar la incidencia de la contaminacion de las muestras
de fluido del blastocele con ADN no-embrionario, ya que falta
informacion referente a este posible problema (7).

o EIl proceso de blastocentesis podria estar asociado a una curva de
aprendizaje considerable (7).

e Fortalezas

o Es menos invasivo que una biopsia ya que evita la escision de células del
trofoectodermo del blastocisto en desarrollo (17).

o Se ha visto que la aspiracién activa del fluido del blastocele no afecta a la
arquitectura embrionaria permitiendo tasas altas de supervivencia en

embriones con mejor y peor morfologia (17).
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e Oportunidades

o Si se consiguiera una precision y reproducibilidad suficientes podria abrir
las puertas a una aproximacion minimamente invasiva para el PGT en
embriones de FIV (17).

o Aproximaciones futuras de la blastocentesis podrian evitar algunas de sus
limitaciones empleando nuevas tecnologias de amplificacion de ADN
adaptadas ADN degradado o utilizando tecnologias con una mayor
sensibilidad de deteccion como la NGS (secuenciacion de proxima

generacion), PCR digital y pirosecuenciacion (7).

ADN libre en medio de cultivo

La deteccion de AND libre en el medio cultivo de embriones en desarrollo ha
permitido la generacién una nueva aproximacion para el PGT no invasivo. Esta
aproximacion se basa en la recogida del medio de cultivo donde se ha desarrollado el

embrién y su posterior analisis para la determinacion del estatus genético del mismo.

Figura 4. Recogida de medio de cultivo: a. Blastocisto en medio de cultivo. b. Pipeta introducida en
el medio de cultivo preparada para aspirar el medio. c. Pipeta aspirando el medio de cultivo. d.
Blastocisto post -retirada de medio de cultivo.
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e Debilidades

o EI ADN libre en el medio de cultivo tiene una procedencia todavia
desconocida. Se ha propuesto que el origen de este ADN podria ser de las
células de la masa celular interna (MCI) o del trofoectodermo (TE) pero
aun se desconoce los mecanismos por los cuales ese ADN seria secretado
al medio (10).

o Laheterogeneidad entre las diferentes aproximaciones estudiadas para el
andlisis de ADN libre en el medio de cultivo hace que su aplicacion clinica
sea limitada (1).

o Todavia es necesaria la adaptacion de protocolos de FIV y realizar
validaciones previas antes de llevar a cabo PGT-A no invasivo (niPGT-
A)(10).

o Los embriones cultivados hasta dia 5 tienen una mayor tasa de no
informatividad y mayor presencia de ADN degradado que puede interferir
en los resultados. El medio de cultivo procedente de embriones cultivados
hasta el dia 6 muestran mayor tasa de informatividad y concordancia(10).

o Las tasas de deteccion, amplificacion y concordancia deben mejorar antes

de la implementacién del ni-PGT en la rutina de la practica clinica (18)

e Amenazas

o El cultivo prolongado hasta dia 6 de embriones con el objetivo de
conseguir mayor informatividad y concordancia podria afectar la
viabilidad y el potencial de implantacidn de los embriones en cultivo hasta
dia 6 (10).

o Lamanipulacion de los medios de cultivo debe ser muy cuidadosa debido
a que la contaminacién del medio es una gran amenaza en esta
aproximacion no invasiva. La contaminacion proviene principalmente de
celulas del cimulus o fuentes externas como los técnicos, un medio
contaminado o superficies y materiales de trabajo (10). La contaminacion
puede darse antes, durante y después del cultivo embrionario (18)

o Hasta que se dilucide el mecanismo concreto por el cual los embriones
liberan ADN al medio de cultivo el ni-PGT-A se seguira cuestionando

como fuente fiable del estatus cromosémico embrionario (10).
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o Debido al gran riesgo de contaminacion materna y su consecuente
diagndstico erréneo, el andlisis de ADN libre en medio de cultivo no
deberia utilizarse en el diagndstico de mutaciones de un Unico gen hasta
que los factores de riesgo sean detectados y prevenidos con precision (17).

e Fortalezas

o Se han realizado diferentes aproximaciones con diferentes metodologias y
protocolos en el desarrollo del niPGT-A y se ha visto que ni el
equipamiento ni los materiales ni medios utilizados influencian a los
resultados obtenidos con los diferentes métodos (10).

o Tanto la FIV como el ICSI proporcionan una sensibilidad y especificidad
similar por lo que ambas técnicas podrian ser aplicadas siempre y cuando
los ovocitos o zigotos se decumulen con cuidado en ambas técnicas(10).

o Diferentes publicaciones han mostrado aproximaciones completamente no
invasivas (sin hatching asistido, ni colapso del embrion o vitrificacion)
con concordancia de ploidia de hasta un 84% con la biopsia de TE (10).

o El niPGT-A permite un acceso mas amplio al analisis genético y evita
varias consideraciones legales y éticas(10).

o Se puede realizar en cualquier laboratorio sin necesidad de equipamiento
extra (10).

o Larecogida del medio de cultivo es un procedimiento facil y seguro que
puede realizarse en todos los embriones sin necesidad de preparacion
especial en manipulacion embrionaria como la biopsia o la blastocentesis
(18).

o El medio de cultivo puede ser recogido en cualquiera de los estadios de
desarrollo embrionario (18).

o EIni-PGT es un procedimiento rapido (menos de 12h desde la recogida de
medio hasta el andlisis genético) lo que permite que los resultados estén
disponibles antes de la transferencia embrionaria o la criopreservacion.
Ademas, en el caso de tener un diagndstico positivo se podria recoger otra
vez el medio de cultivo para la confirmacion del diagnostico (18).

o La biopsia de TE representa la composicion genética de las células
biopsiadas, en cambio, el analisis de ADN libre en medio de cultivo podria
ser mas representativo de la ploidia completa del embrion en el momento

de la recogida (19).
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e Oportunidades

o Ofrecer los mismos beneficios que un PGT-A invasivo evitando las
desventajas de la manipulacién embrionaria y la biopsia (10)

o Varios estudios han demostrado que el origen del ADN libre en el medio
de cultivo no es derivado unicamente de células necrdticas y apoptoticas
sino que podrian procedes de células embrionarias (MCIly TE) por lo que
esto aportaria informacién genética tanto de las células del TE como de
las de la MCI (10).

o EIniPGT-A utilizando medio de cultivo con ADN libre combinado con la
evaluacion morfoldgica podria mejorar los resultados clinicos en ciclos de
FIV (10).

o La incorporacion del niPGT-A en programas clinicos puede hacerse
tomando el analisis de ADN libre en el medio de cultivo como un
biomarcador para priorizar embriones a transferir hasta que se valide su
uso como prueba de diagnostico (10).

o EIni-PGT basado en el ADN libre en el medio de cultivo se podria utilizar
para el estudio de embriones cultivados con bajo potencial de
implantacion que no pueden ser biopsiados (18).

o Si se consigue enriquecer el medio de cultivo de ADN embrionario se
har&n grandes logros en el campo del PGT (17).

o Si se consiguiera determinar los protocolos y algoritmos para el ni PGT-
A, este se convertiria en una herramienta valida para el PGT-A (20).

o EIniPGT-A puede aportar informacion adicional valiosa para la deteccion
de errores mitéticos y ayudar en la compresién del mosaicismo
permitiendo elucidar el impacto real del mosaicismo en los resultados
clinicos ya que podrian aportar nuevas fuentes de ADN embrionario que

es potencialmente liberado de células de todo el embrion (15).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos y las limitaciones expuestas en
estudios previos Brouillet et. al (18) proponen las siguientes medidas para el aumento
de la deteccion del ADN embrionario y la reduccion del riesgo de contaminacion
exogena y materna los proximos estudios:

Para reducir la contaminacion exdgena se recomienda:

e Utilizar guantes, mascarilla, gorro y bata durante el procedimiento.
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Trabajar en cabinas con flujo de aire laminado.

Utilizar pipetas, tubos y puntas estériles desechables para cada embridén o muestra
de medio de cultivo.

Fecundacion mediante ICSI para minimizar la contaminacion del medio con ADN
paterno.

Cultivo embrionario individual en gotas separadas.

Hacer controles negativos (ej. Medios de FIV no utilizados) para analizar la
contaminacion.

Recoger todo el volumen del medio de cultivo para maximizar la cantidad de
ADN obtenido de una muestra y asi aumentar las tasas de deteccion y
amplificacion.

Después de la recogida del medio este debe ser inmediatamente congelado y
mantenido a -20°C (pocos dias) o0 a -80°C (meses 0 afnos).

Anélisis directo del medio de cultivo mediante secuenciacion de genoma

completo con amplificacion previa.
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Técnicas Invasivas

Técnicas no invasivas

Biopsia de blastomeros

Biopsia de trofoectodermo

Blastocentesis

ADN libre en medio de cultivo

Debilidades

-ADN de una sola célula: andlisis limitado y
no deteccidn de mosaicismos.

-Retirada de posibles células de la MCI.
-Mayor carga de trabajo.

-Comparacion con biopsia de TE: maés
embriones biopsiados por paciente, menor
porcentaje de diagndstico concluyente,
menos embriones euploides y mas con
aneuploidias complejas, menos ciclos que
acaban en transferencia, menor tasa de
embarazo clinico por ciclo, menor tasa
acumulativa de partos por ciclo iniciado con
al menos 1 RNV.

-Criopreservacion obligada.

-Necesidad de equipamiento especializado y
operador experto.

-Posible dafio durante la biopsia.

-Mosaicismo no siempre se detecta porque se
biopsian solo algunas células de todo un
embrién.

-Solo se analiza el TE y no la MCI, por lo que
FP y FN debidos a mosaicismo.

-Se necesita un blastocisto expandido.

-El origen del ADN del fluido blastocélico
podria ser las células apoptdticas o necroticas.

-Variacion en las tasas de amplificacion y
concordancia.

-Requiere manipulacién embrionaria.

-Precisa de cualidades técnicas

exigentes.

muy
-Se emplea el colapso del blastocisto por lo
que es mas invasivo.

-La cantidad de ADN presente en el fluido
blastocélico es muy variable.

-Origen del ADN todavia desconocido.

-Protocolos muy heterogéneos por lo que
aplicacion clinica limitada.

-Se necesita adaptar los protocolos de FIV y
realizar validaciones.

-Los embriones cultivados hasta dia 6 tienen
mayor tasa de informatividad y concordancia.

-Tasas de deteccion, amplificacion y
concordancia deben mejorar antes de la
aplicacion clinica.
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-Faltan estudios de la influencia de la biopsia
mas alla del potencial de implantacion.

-Se necesita un buen programa de cultivo

-El cultivo hasta el dia 6 podria afectar la
vitalidad y el potencial de implantacion.

similares de embarazo clinico e implantacion
por embrion biopsiado, no diferencias
significativas de abortos y embarazos
ectopicos, tasa de RNV por ciclo y
transferencia similares.

-Deteccion de mitéticos

(mosaicismo).

errores

-Comparacion con embriones no biopsiados:
biopsiados menor tasa de PMBN, no
diferencias en el PMN, PBN,MEGN, PP,
PMP, DC, RS, PC, THE, DG, PLP, RPM,
PLA, PLACy RCIU.

-La aspiracion del fluido blastocélico no
parece afectar a la arquitectura embrionaria.

@ hasta | blastocisto, Zmbrlc_)logos b_l(,eﬂ -No se ha demostrado amplificacion | -La& manipulacion de los medios debe ser muy
< entrenados, programa de criopreservacion - p i i inacié
s priichinasel po bgien  arizad P suficiente en un namero de muestras | Cuidadosa por el riesgo de contaminacion con
E ptimoy grup 9 : adecuado. ADN no embrionario.

La Ictu(rjva de gprgndlzajle no permltedbuen?s -Deberfa cuantificarse la incidencia de la | -Se cuestiona la fiabilidad de la prueba por el

implementacion.

-FP en PGT-A por mosaicismo riesgo de aprendizaje considerable. al alto riesgo de contaminacion con ADN

descarte de embriones sanos.

materno.

-FN en PGT-A por mosaicismo transferencia

de embriones aneuploides y aborto y fetos

aneuploides.

-Se mantiene intacta la MCI.

-Diferentes metodologias y protocolos han
-Mayor nimero de células y mas ADN, por lo demostrado que los diferentes medios y
que analisis mas fiable. materiales utilizados no influencian los
-Permite biopsiar y rebiopsiar sin necesidad resultados obtenidos.

2 de criopreservacion (transferencia en fresco). | -Proceso de seleccién hasta estadio de _
B blastocisto, por lo que menor nimero de e T -Tanto la FIV como el ICSI proporcionan una
= . L - o -Menos invasivo que una biopsia. ibilidad ificidad simil b
£t | -Comparacién con biopsia de TE: tasas | embriones a biopsiar. sensibilidad 'y especiticidad simrlar, ambas
e técnicas se pueden aplicar.

-Alta concordancia en la ploidia con la biosia
de TE.

-Acceso mas amplio al analisis genético y
evita consideraciones legales y éticas.

-22-




Universidad
Europea MADRID

ue

IVIRMA

Global

-Sin necesidad de equipamiento extra.

-Procedimiento facil y seguro, no necesita
preparacion especial.

-El medio puede recogerse en
estadio del desarrollo embrionario.

cualquier

-Procedimiento rapido. Permite volver a
recoger medio y analizarlo y hacer la
transferencia en fresco.

-El ADN podria ser representativo de la
ploidia completa del embrion.

Oportunidades

-Laboratorios  con  protocolos  bien

establecidos obtienen buenos resultados.

-Aproximacion con mayor experiencia a nivel
mundial.

-Complejidad moderada-baja.

-Mejor balance coste / eficiencia.

-Permite realizar multiples andlisis con un
mismo fragmento biopsiado.

-Con la precision y reproducibilidad
suficientes podria abrir las puertas a una
aproximacion minimamente invasiva.

-Aproximaciones futuras empleando nuevas
tecnologias de amplificacion de ADN se
podrian evitar algunas de las limitaciones que
presenta actualmente.

-Ofrecer los beneficios de un PGT invasivo
evitando las desventajas de la manipulacion.

-El ADN podria proceder de la MCl y el TE
aportando informacion mas completa.

-Combinado con la evaluacion morfoldgica
podria mejorar los resultados clinicos en
ciclos de FIV.

-El niPGT-A puede incorporarse a programas
clinicos como biomarcador para priorizar
embriones a transferir hasta su validacion
como método diagnéstico.
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-Se podria utilizar para el estudio de
embriones cultivados con bajo potencial de
implantacidn y no pueden ser biopsiados.

-Si se consigue enriquecer el medio en ADN
embrionario se harian grandes logros en el
campo del PGT.

- Con protocolos y algoritmos establecidos,
buena herramienta para el PGT-A.

-Podria ayudar en la comprension des
mosaicismo y su impacto en los resultados.

Tabla 1. Resumen del anélisis DAFO.
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DISCUSION

Las cuatro técnicas de obtencion de ADN embrionario expuestas presentan ventajas
y limitaciones que deben ser estudiadas para poder hacer un balance y seleccionar aquella
que ofrezca mayores beneficios y seguridad con el menor riesgo.

Con relacion a las técnicas invasivas, la biopsia de TE presenta claras ventajas
respecto a la biopsia de blastomeros. Primeramente, permite el analisis de varias células
que ademas no pertenecen a la MCI que dara lugar al feto por lo que se consigue mas
ADN de una forma menos invasiva. Por otro lado, la escision de varias celulas (biopsia
de TE) también permite la deteccion de mosaicismos, sin embargo, la biopsia de un tnico
blastomero no permite esta deteccion. Ademas, teniendo en cuenta que el cultivo hasta
estadio de blastocisto se podria considerar un proceso de seleccién, menos embriones con
anomalias cromosomicas llegan hasta este estadio, se biopsian menos embriones por lo
que la carga de trabajo es menory el balance coste/eficiencia de la biopsia de TE es mejor.

La biopsia de blastomeros por su parte presenta la ventaja de poder biopsiar y
rebiopsiar y hacer la transferencia en fresco en ese mismo ciclo sin necesidad de
criopreservar lo embriones lo que conlleva la implementacion de un buen programa de
criopreservacion en el caso de la biopsia de TE. Ademas, la transicion de la biopsia de
blastémeros a biopsia de TE implica una curva de aprendizaje que no permite obtener los
mejores resultados desde el inicio, por lo que en laboratorios con protocolos bien
establecidos de biopsia de blastomeros con buenos resultados resulta dificil realizar el
cambio. Con relacion a los resultados de los ciclos de biopsia de TE y blastdmeros ambos
obtienen tasas similares de embarazo clinico e implantacion por embridn biopsiado, tasas
de aborto y embarazos ectdpicos y tasa de RNV por ciclo y transferencia.

Teniendo estos aspectos en cuenta no es sorprendente que hoy en dia la balanza se
esté inclinando hacia la biopsia de TE, en cuanto a las técnicas no invasivas, entre la
blastocentesis y el analisis de ADN libre en el medio de cultivo, esta segunda técnica
presenta algunas ventajas respecto a la blastocentesis. La primera ventaja es que la
blastocentesis implica manipulacién minimay en el analisis de ADN libre en medio de
cultivo el embrién no sufre ningun tipo de manipulacion. Ademas, el analisis del ADN
en medio de cultivo presenta mejores tasas de amplificacion y concordancia con los
resultados de la biopsia de TE. Por otra parte, el analisis del medio de cultivo es una

técnica facil, rapida y segura en la que el medio puede recogerse en cualquiera de los
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estadios de desarrollo embrionario mientras que la blastocentesis solo puede realizarse en
blastocistos expandidos y precisa de cualidades técnicas muy exigentes.

Por lo tanto, entre estas dos técnicas no invasivas 0 minimamente invasivas de
obtencion de ADN embrionario el anélisis del ADN libre en medio de cultivo parece ser
mas prometedora y con una aplicacién clinica mas sencilla.

Si se comparan la técnica mas utilizada actualmente que es la biopsia de TE con la
que tiene mayor potencial de ser aplicada en un futro que es el anélisis de ADN libre en
el medio de cultivo, se puede ver que ambas poseen ventajas y limitaciones. Las ventajas
mas evidentes proporcionadas por el andlisis de es la no invasividad completa de esta
técnica frente a una técnica muy invasiva como la biopsia de TE y los posibles dafios que
esta manipulacion pudiera provocar en el embrion. Aun asi, hay estudios que afirman que
la biopsia de TE no tiene efectos sobre la implantacion y podria afectar minimamente a
los resultados obstétricos y neonatales, sin embargo, hacen falta mas estudios que
confirmen estos efectos.

Por otro lado, la necesidad de equipamiento y personal especializado para la
realizacion de la biopsia de TE con su consecuente curva de aprendizaje es un
impedimento que el analisis de ALMC no presenta debido a que es una técnica facil,
rapida y segura que no necesita ningun tipo de equipamiento extra ni personal
especializado.

Ademas, se ha visto que ni los diferentes medios ni materiales influencien en los
resultados del analisis de ALMC. También se deberia tener en cuenta que las células
analizadas en la biopsia de TE solo representan una pequefia parte del embridn por lo que
esto podria dar lugar a FP 'y FN en PGT-A debido al mosaicismo, en cambio, en el ALMC
el origen del ADN podria ser tanto la MCI y como el TE dando informacion mas amplia
sobre el estatus genético del embrion completo.

Asimismo, no todos los embriones son biopsiables debido a que no todos tienen la
calidad ni un namero suficientes de células el en TE para poder ser biopsiados, en cambio,
el medio de cultivo puede recogerse en cualquiera de los estadios embrionarios y siendo
cualquiera la morfologia del embrion permitiendo analizar el estatus genético de
embriones que no se podrian haber biopsiado.

Entre las desventajas que presenta en analisis de ALMC frente a la biopsia de TE
encuentran la falta de tasas de deteccién, amplificacion y concordancia suficientemente
buenas como para la aplicacion clinica por lo que si se quisiera aplicar deberian mejorar

estas tasas primero. Otra gran limitacion es la procedencia aun desconocida del ALMC,
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por lo que hasta que se dilucide su origen y el mecanismo por el cual se libera al medio
sera dificil su aplicacién. Ademas, las mayores tasas de informatividad y concordancia se
dan al analizar el ALMC de embriones cultivados hasta dia 6 lo que podria afectar a la
vitalidad y potencial de implantacion si se mantuvieran todos los embriones 6 dias, en
cambio, la biopsia de TE puede realizarse siempre y cuando el embrién cumpla los
criterios para poder ser biopsiado y no hay que mantenerlos en cultivo hasta dia 6. El
analisis de ALMC también presenta un alto riesgo de contaminacion del medio de cultivo
con sus consecuentes efectos en los resultados, riesgo no tan importante en la biopsia de
TE en la que no se recoge el medio de cultivo.

Teniendo en cuenta todos los aspectos mencionados anteriormente se podria decir que
el anélisis de ALMC ofrece los beneficios de PGT invasivo evitando los efectos de la
manipulacion aportando informacién mas completa del estatus genético del embrion.
Ademas, se podria comenzar a utilizar combinado con la evaluacion morfologica como
biomarcador para priorizar embriones a transferir antes de su validacion como método

diagnostico permitiendo la mejora de los resultados clinicos en ciclos de FIV.
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CONCLUSIONES

Entre las técnicas invasivas de obtencién de ADN embrionario analizadas en este
trabajo la biopsia de TE presenta claros beneficios frente a la biopsia de blastomeros por
lo que no es sorprendente que haya habido una clara transicién de la biopsia de

blastomeros hacia la biopsia de TE.

Entre las técnicas no invasivas presentadas, blastocentesis y el anélisis de ALMC, la
aproximacion con mayores oportunidades y mayor potencial de aplicarse en un futuro es

el analisis de ALMC debido a sus grandes ventajas frente a la blastocentesis.

El descubrimiento del ADN libre en el medio de cultivo ha supuesto un gran cambio
a la hora de disefiar nuevas aproximaciones para la obtencion de ADN embrionario para
el PGT. Sin embargo, todavia queda tiempo para que el niPGT basado en el analisis de
ALMC se pueda aplicar en la clinica ya que se tendrian que mejorar las tasas de deteccion,
amplificaciéon y concordancia y generar protocolos estandarizados para proceder de la

misma forma en diferentes centros y asi conseguir resultados comparables.

En conclusidn, entre las cuatro técnicas analizadas en este trabajo la biopsia de TE es
la mejor opcidn para aplicar en la actualidad debido a las limitaciones que presentan el
resto de las técnicas. No obstante, en el momento que el andlisis de ALMC consiga
superar sus limitaciones tiene el potencial de sustituir la biopsia de TE y generar una

aproximacion no invasiva, fécil, rpida y segura para el PGT.
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